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Abstract
Here we report methods of preparation for liposome formulations containing lipophilic drugs. In contrast
to the encapsulation of water soluble compounds into the entrapped aqueous volume of a liposome, drugs
with  lipophilic  properties  are  incorporated  into  the  phospholipid  bilayer  membrane.  Water­soluble
molecules, for example cytotoxic or antiviral nucleosides can be transformed into lipophilic compounds by
attachment of long alkyl chains, allowing their stable incorporation into liposome membranes and taking
advantage of the high loading capacity lipid bilayers provide for lipophilic molecules. We created a new
class of cytotoxic drugs by chemical transformation of the hydrophilic drugs cytosine­arabinoside (ara­C),
5­fluoro­deoxyuridine  (5­FdU),  and  ethinylcytidine  (ETC)  into  lipophilic  compounds  and  their
formulation in liposomes.
The concept of chemical modification of water­soluble molecules by attachment of long alkyl chains and
their  stable  incorporation  into  liposome  bilayer membranes  represent  a  very  promising method  for  the
development  of  new  drugs  not  only  for  the  treatment  of  tumors  or  infections  but  also  for many  other
diseases.
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1.  Introduction
Liposomes are predominantly used as carriers for hydrophilic molecules that are encapsulated within the
aqueous inner volume which is confined by the lipid bilayer. These molecules generally do not interact with
the lipid moiety of the vesicle. Long circulating liposomes modified with poly(ethylene glycol) (PEG) and
other formulations carrying encapsulated cytotoxic drugs such as doxorubicin, paclitaxel, vincristine,
lurtotecan, and others are clinically approved chemotherapeutic liposome formulations [1–5 ].
In contrast, many lipophilic drugs or prodrugs can only be applied therapeutically by use of potentially toxic
solubilizing agents such as detergents or polymers or by development of complex pharmaceutical
formulations [6–8 ]. Therefore, in view of such potential disadvantages, many hydrophobic drugs are not
further developed into clinically used medicines. Such technical drawbacks can be resolved by incorporation
of lipophilic drugs into the bilayer matrix of phospholipid liposomes. We and others chose the approach of
the chemical transformation of water­soluble molecules of known cytotoxic properties into lipophilic drugs
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or prodrugs. Some recent examples of modifications of antitumor drugs and their formulation in liposomes
are gemcitabine, paclitaxel, methotrexate, 5­iodo­2′­deoxyuridine, and cytosine arabinoside (ara­C) [9–15 ].
We selected ara­C as a compound of well known cytotoxic properties and transformed the nucleoside into
lipophilic derivatives. Due to the insolubility of the resulting compounds we developed formulations in
which the lipophilic moieties of the molecules serve as anchor for a stable incorporation into the lipid bilayer
membranes of small unilamellar liposomes, taking advantage of the high loading capacity of the
phospholipid bilayers. To introduce lipophilic anchors ara­C was modified with long acyl and alkyl chains,
preferably of similar chain lengths as the phospholipids, allowing optimal alignment within the lipid bilayer
matrix. Out of a series of N ­alkyl derivatives of ara­C, the most effective compound, N ­octadecyl­ara­C
(NOAC) was extensively studied by us (Fig.  1 ) [ 16–18 ]. In contrast to ara­C, NOAC is a highly lipophilic
drug with an extreme resistance towards deamination. Liposome formulations of NOAC showed excellent
antitumor activities after oral and parenteral therapy in several tumor models. From a large number of studies
we conclude that the mechanisms of action of the N ­alkyl­ara­C derivatives are distinct from ara­C and that
such lipophilic derivatives represent a new class of cytotoxic nucleoside drugs [19–22 ]. Most hydrophobic
drugs interact with lipoproteins which are the major transport vehicles for lipids and cholesterol throughout
the aqueous environment of the blood and lymph circulatory systems [23 ,  24 ]. We could show that
liposome­incorporated NOAC is transferred to lipoproteins, mainly to the low­ and high­density lipoproteins
(LDL and HDL), respectively [25–27 ]. Thus, the strong affinity of NOAC to lipoproteins, and of lipophilic
drugs in general, might be exploited for an enhanced drug uptake in tumor cells that express high numbers of
LDL receptor molecules.
Fig. 1
Chemical structures of the hydrophilic parent compound 1­β­老‰­arabinofuranosylcytosine (ara­C, mol. wt.
243.2)  and  its  lipophilic N ­alkyl  derivative N ­octadecyl­1­β­老‰­arabinofuranosylcytosine  (NOAC, mol.
wt. 495.7)
Recently, we further modified NOAC by the synthesis of new duplex drugs by combination of the clinically
used cancer drugs ara­C, 5­fluorodeoxyuridine (5­FdU) and the highly active new compound ethynylcytidine
(1­(3­C­ethynyl­β­老‰­ribopento­furanosyl)­cytosine, ETC) with NOAC, yielding the heterodinucleoside
phosphates arabinocytidylyl­N ­octadecyl­1­β­老‰­arabinofuranosyl­cytosine (ara­C­NOAC), 2′­deoxy­5­
fluorouridylyl­N ­octadecyl­1­β­老‰­arabinofuranosylcytosine (5­FdU­NOAC), and ETC­NOAC (3′­C­
ethynylcytidylyl­(5′ → 5′)­N ­octadecyl­1­β­老‰­arabinofuranosylcytosine) as shown in Fig.  2  [ 28–32 ]. The
cytotoxic activity of such duplex drugs is expected to be more effective as compared to the monomeric
nucleosides. Due to the combination of the effects of both active molecules that can be released in the cells as
monomers or as the corresponding mono­phosphates it can be anticipated that mono­phosphorylated
nucleosides are directly formed in the cytoplasm after enzymatic cleavage of the duplex drugs. Thus, mono­
phosphorylated molecules would not have to pass the first phosphorylation step, which is known to be rate
limiting.
Fig. 2
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Chemical structures of the 5′ → 5′ phosphodiester duplex drugs ara­C­NOAC (arabinocytidylyl­(5′ → 5′)­
N ­octadecyl­1­β­老‰­arabinofuranosylcytosine,  mol.  wt.  801  g/mol),  5­FdU­NOAC  (2′­deoxy­5­
fluorouridylyl­(5′  →  5′)­N ­octadecyl­1­β­老‰­arabinofuranosylcytosine,  mol.  wt.  804  g/mol)  and  ETC­
NOAC  (3′­C­ethynylcytidylyl­(5′  →  5′)­N ­octadecyl­1­β­老‰­arabinofuranosylcytosine,  mol.  wt.  825
g/mol)
In previous studies performed with similar heterodinucleoside phosphate dimers composed of the antivirally
active nucleosides azidothymidine, dideoxycytidine, and dideoxyinosine and formulated in liposomes we
found significantly different pharmacokinetic properties and superior antiviral effects in comparison to the
parent hydrophilic nucleosides [ 33 ,  34 ]. Thus, the chemical modification of cytotoxic nucleosides and their
formulation in liposomes render these new hetero­dinucleoside compounds interesting candidates for further
developments.
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Here, we present methods of preparation of liposomes as carriers for lipophilic nucleosides and
heterodinucleoside drugs. We do not describe in detail the methods used to evaluate the cytotoxic properties
of the lipophilic drug formulations. For comprehensive information we refer to our publications and to the
related literature.
2.  Materials
2.1.  Liposome Preparation (Extrusion Method)
1. Soy phosphatidylcholine (SPC) (L. Meyer GmbH, Hamburg, Germany), store at −20 °C, prepare a
stock solution for example of 20–100 mg/ml by dissolving SPC in methanol–methylene chloride
(1:1, v/v).
2. Cholesterol (Fluka, Buchs, Switzerland) (see Note 1  ).
3. 老‰,嘆ᬀ­α­tocopherol (Merck, Darmstadt, Germany), store at −20 °C, make a stock solution for example
of 10 mg/ml by dissolving 老‰,嘆ᬀ­α­tocopherol in methanol–methylene chloride (1:1, v/v).
4. Phosphate buffer, PB (13 mM KH PO , 54 mM NaHPO , pH 7.4) (see Note 3  ).
5. Round bottom flasks (20–100 ml).
6. Rotatory evaporator, e.g., Rotavap (Büchi AG, Flawil, Switzerland).
7. Lipex™ high pression extruder [ 35 ] (Northern Lipids Inc., 8855 Northbrook Court, Burnaby, BC,
Canada, Website: www.northernlipids.com ).
8. Nuclepore membranes of defined pore sizes: 400, 200, 100 nm (Sterlitech Corp., Kent, WA, USA or
Sterico AG, Wangen, Switzerland).
9. Sterile filters 0.45 or 0.2 μm and plastic syringes, various suppliers.
3.  Methods
The methods described below outline (1) the preparation of liposomes by filter extrusion and (2), detergent
dialysis.
3.1.  Preparation of NOAC, ara­C­NOAC, 5­FdU­NOAC, and ETC­NOAC
Liposomes
In the past decades a large number of methods of liposome preparation have been developed and refined. For
comprehensive information we refer to corresponding chapters of this book volume and the literature. We
favor the use of the two methods described below that are recommendable because of their ease, versatility,
and high quality of liposomes they produce.
3.1.1.  Liposome Preparation by High Pressure Filter Extrusion
Liposomes are prepared by sequential filter extrusion of the lipid/drug mixtures. The basic composition for
the preparation of 5.0 ml liposomes is 1.0 g soy phophatidylcholine (SPC, L. Meyer GmbH, Hamburg,
Germany), 125 mg cholesterol (Fluka, Buchs, Switzerland) (see Note 1  ), 6 mg 老‰,嘆ᬀ­α­tocopherol (Merck,
Darmstadt, Germany), and the lipophilic drug at concentrations of 1–10 mg/ml. The solid lipids and the
lipophilic drugs (see Figs  1  and 2 ), either as powder or stock solutions are dissolved in methanol–methylene
chloride (1:1, v/v) in a round bottom flask (see Note 2  ). PEG­modified liposomes are obtained by addition
of PEG(2000)­DPPE (28 mg/ml) to the basic lipid mixtures (see Note 3  ). After removal of the organic
2 4 4
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solvents by rotary evaporation (40–45 °C, 60 min) the dry lipid mixture is solubilized with phosphate buffer
PB (67 mM, pH 7.4) by vigorous agitation (see Note 4  ). The mixture is then subjected to repetitive
extrusion through Nuclepore polycarbonate (Sterlitech Corp., Kent, WA, USA or Sterico AG, Wangen,
Switzerland) filters (400, 200 and 100 nm pore size) using a Lipex™ Extruder (Northern Lipids, Inc.) (see
Note 5  ). Finally, the liposomes are sterilized by filtration (0.45 or 0.2 μm sterile filters). Mean
hydrodynamic diameters of vesicles (liposomes, nanospheres, nanobeads) can be determined with dynamic
laser light scattering instruments, e.g., the NICOMP 380 particle sizer, Particle Sizing Systems (Sta. Barbara,
CA, USA). Incorporation of the lipophilic drugs is estimated to range between 95 and 100 % according to
previous determinations [36 ] (see Note 5  ).
3.1.2.  Liposome Preparation by Dialysis
Small unilamellar vesicles (SUV) of 50–200 nm mean size can also be prepared using detergent dialysis
methods as described [37 ,  38 ]. The same lipid/drug compositions as given in Subheading 3.1.1  are used
with the only difference that the detergent is also added to the organic solution. Controlled removal of
detergent from mixed lipid/detergent/drug micelles yields liposomes of high size homogeneity and stability.
The detergent sodium cholate (see Note 6  ) is added at a ratio of total lipids to detergent of 0.6 mol,
including the lipophilic drug. The dry lipid/detergent/drug film is dispersed in PB (see Note 4  ) and left 1–2
h or over night at room temperature for equilibration. Detergent is removed by controlled dialysis of the
mixed micelles against 3–5 l of PB or PB­Man (volume ratio = 1–1000) for 12–15 h at room temperature,
e.g., using a Mini­Lipoprep instrument (Harvard Apparatus, Holliston, Massachusetts, Website:
www.harvardapparatus.com ) (see Notes 6  and 7  ).
3.2.  Conclusions
With the chemical transformation of water­soluble nucleosides into lipophilic compounds, followed by their
incorporation into lipid bilayer membranes of liposomes, a new class of cytotoxic drug formulations is
obtained that can be applied for the treatment of tumors by parenteral and oral routes. Lipophilic ara­C
derivatives, particularly the extensively studied drug NOAC, and the novel duplex drugs composed of
NOAC and the nucleosides ara­C, 5­FdU, and ETC represent very promising new anticancer drugs of high
cytotoxic activity, ability to circumvent resistance mechanisms, and strong apoptosis inducing capability.
We conclude that the chemical modification of water­soluble molecules by attachment of long alkyl chains
and their stable incorporation into the bilayer membranes of small unilamellar liposomes represent a very
promising example of taking advantage of the high loading capacity lipid bilayers offer for lipophilic drugs.
The combination of chemical modifications of water soluble drugs of known pharmacological activities with
their formulation in liposomes represents a valuable method for the development of novel pharmaceutical
preparations, not only for the treatment of tumors or infectious diseases but also for many other disorders.
4.  Notes
1. Cholesterol (e.g., from Fluka, purum quality, >95 %) should be recrystallized from methanol.
Cholesterol of minor quality or purity should be avoided, since liposome membrane stability can be
reduced.
2. Detachment of the lipid mixtures from the glass walls of the round bottom flasks can be accelerated
by addition of small glass beads (2–3 mm diameter) and vigorous shaking. Preferably, the glass
beads are added to the organic lipid solution before evaporation of the solvents. This will facilitate
detachment and dispersion of the lipid film.
3. Other lipid compositions with synthetic lipids, hydrogenated SPC (HSPC), and PEG­modified
phospholipids are often used, especially for liposome formulations intended for parenteral
applications use (long circulating or “stealth” liposomes) [ 39 ]. Several analytical methods to follow
loss of lipids during the preparation steps are available. Radioactively labeled lipids ( H­DPPC,  C­
DPPC) or cholesterol ( H­cholesterol) or  H­cholesteryl hexadecyl ether (NEN Life Science
3 14
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Products, Boston, MA, USA) or lipophilic fluorescence dyes (e.g., lipophilic BODIPY derivatives,
Molecular Probes) are added at appropriate amounts to the initial lipid mixtures.
4. If the liposome preparations are intended to be stored for longer time periods they may be frozen or
lyophilized, provided that they are prepared in a phosphate buffer that contains a cryoprotectant. We
use an iso­osmolar phosphate­mannitol buffer of the following composition: 20 mM phosphate
buffer (0.53 g/l KH PO  plus 2.87 g/l Na HPO ∙2H O) plus 230 mM mannitol (42.0 g/l mannitol).
5. The concentration of the lipophilic drugs NOAC, ara­C­NOAC, 5­FdU­NOAC, or ETC­NOAC in
the liposomes can be varied from 1 mg/ml to about 10 mg/ml, depending on the concentration
required for biological activity (e.g., based on corresponding IC ­values), the phospholipid
concentration, the lipid composition and the method of liposome preparation. The concentrations of
incorporated drugs can be determined by reverse phase HPLC [36 ].
6. The preparation of liposomes from mixed detergent/lipid micelles can also be done with other
detergents, such as n­alkyl­glucosides (n = 6–9), octyl­thioglucoside or N­octanoyl­N­
methylglucamine (MEGA­8, Fluka). Interestingly, the choice of detergent influences the size of the
resulting liposomes. Thus, liposomes prepared from n­octyl­glucoside–phospholipid–cholesterol
mixed micelles have an average size of 180 nm, whereas those made with n­hexyl­glucoside are 60
nm in diameter [ 37 ]. Detergent removal by conventional dialysis using semipermeable dialysis tubes
(e.g., Spectrapor, mol. wt. cutoff 12–14,000 Da) is not recommended because, due to a concentration
gradient which is formed within the dialysis tube, heterogenous and unstable liposomes will be
produced.
7. When synthetic lipids are used, detergent removal has to be performed above the corresponding
transition temperature T   of the lipid. Hence, when for example dipalmitoylphosphatidyl choline
(DPPC) is used as main liposome forming lipid, a temperature above its T   of 41 °C has to be
chosen. Additional membrane forming components (cholesterol, lipophilic drugs, etc.) depress the T
 by several degrees.
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